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Bescheinigung 




Herr Dr. Gerhard Hartwich in Munchen/Deutschland hat eine Patentanmel- 
dung unter der Bezeichnung 

"Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Nukleinsaure- 
oligomerhybriden" 

am 23. November 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
C 12 Q und G 01 N der International Patentklassifikation erhalten. 



Munchen, den 17. Dezember 1999 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 
Im Auftrag 
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Zusammenfassung 




Die vorliegende Erfindung betnfft ein Verfahren zur elektrochem.schen De,ek,,on 
™n sea.uen Z s P ezi fls chen Nukieinsaure-Oligomer-^ 

d ;enan DNA-/RNA-/PNA-0, ig o me , E inze,s W n g e, die m,. «n-n End. o - 
einer Trageroberfiache angebunden und am anderen, fre,en ™* *™ e « 
einem Redoxpaar verknupft sind, als Hybridisierungsmatnx (Probe). Dutch 

.won rt^r leitfahiqen Trageroberflache und dem uber Einzelstrang 
C^v^S Redo'paar vender,. ,m Faile der Hybridisierung «j- 
T^T, t KommuniKation zwischen der Trageroberflache und dem nunrr.hr 
Q er hybridisier.es Doppe,s.rang-0, lg onuk,eo M verbrOckten 
Somi. L die De.ektion eines Hybridisierungsere.gn.sses 
Verfahren wie cyolische Voltametrie, Amperometne Oder Le,tfah,gke,tsmessung 



ermoglicht. 



4/4 




FigurS 




♦ • • * 

4 . . • • • • - 1 ■ 

« • * • ♦ • • 



• • 9, m 

• • • • 

• • * * 



Verfahren zur 



elektrochemischen Detektion von Nukleinsaureoligomerhybriden 



Technisches Gebiet 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur elektrochemischen De.eK.ion 
vonsequenzspezinschenNukleins a ure-Oli g om e r.Hybridisierun g sere, 3 n,s S en. 




D 



Stand der Technik 

Zur Sequenzanalyse von DNA und RNA, z. B. in der ^^f^^ 
toxikologischen Testverfahren, in der genetischen Forschung und En^lung 
sole auf dem Agrar- und pharmazeutischen Sektor, werden ,m allgememen^ gel- 
r W rophort«ische Verfahren mi. autoradiographic Oder op<scher De.ek.,on 

verwendet. 

Zur Veranschaulichung des wich.igs,en *°^'<" h °'^:\™* h ™™ 
ootischer Detektion (Sanger-Verfahren) is. in Figur 1b em DNA-Fragment m,t Pnme 
*Sh?J Sanger-Verfahren wird eine DNA enthal.ende Losung ,n v,er 
Ansa*e Lge e lt und der Primer jedes Ansa** mi. je einem bei versch.edener 
Weitn^ emi.ierenden Fiuoreszenzfarbstoff kovaien. modifier.. Wie ,n F,gur1b 
Zestell. wird zu iedem Ansa* Oesoxyribonudeosid-THphospha^er Basen A 
(Adeninl T (Thymin), C (Cytosin), und G (Guan.n), also dATP, dTTP, <JCTP una 
W geg LI urn den'enzeistrang, ausgehend vom Primer, durch DNA- 
plmerase I enzymatisch zu replizieren. Zusatzl.cb zu den v,er 
P De"onucleosid-Triph,sp h a.en enthaitjedes Reattionsgemisch noch genugend 
^'-Didesoxyanalogons (Figur 1a) eines dieser Nukleos.dtr .phospha e als 
Sybase «e eine der 4 maglichen S.cppbasen pro Ansa*) urn 
alien moqhchen Bindungsstellen zu stoppen. Nach Vere inl gung der v,er Ansatte 
" rep,izier.e DNA-Fragmen, al,er Ungen ou" 
F.uoreszenz. die gel-elek.,ophoretisch der Unge nach sortert und 
Fluoreszenz-Spektroskopie charakterisiert werden konnen (F,gur 1c). 

Ein anderes optisches Detektionsverfahren basiert auf der Anlagerung von 
F ore nirbs'.offen wie z. B. Ethidiumbromid an Oligonukieo,^ D, 
Fluoreszenz solcher Farbstoffe s.eig. im Vergleich zur fre,en Lbsung des MM 
urn e<wa das 20-fache an, wenn sie sich an doppels.rang.ge DNA Oder RNA 



anlagern und kann deshalb zum Nachweis hybridisierter DNA oder RNA verwendet 
werden. 



Bei der radioaktiven Markierung wird in das Phosphatgerust der Oligonukleotide 
eingebaut, wobei ^P gewohnlich am S'-Hydroxylende durch Polynukleotid-Kinase 
addiert wird. Die markierte DNA wird anschlieSend an jeweils einem der vier 
Nukleotidtypen bevorzugt gespalten und zwar unter definierten Bedingungen, so 
daS pro Kette durchschnittlich eine Spaltung erfolgt. Damit liegen im 
Reaktionsgemisch fur einen bestimmten Basentyp Ketten vor, die sich von der 32 P- 
Markierung bis zur Position dieser Base erstreckt (bei mehrfachem Auftreten der 
Base erhalt man entsprechend Ketten unterschiedlicher Lange). Die vier 
Fragmentgemische werden anschlieSend auf vier Bahnen gel-elektrophoretisch 
aufgetrennt und es wird vom Gel ein Autoradiogramm angefertigt, an dem die 
Sequenz unmittelbar abgelesen werden kann. 




Vor einigen Jahren wurde ein weiteres, auf optischer (oder autoradiographischer) 
Detektion beruhendes Verfahren zur DNA-Sequenzierung entwickelt, namlich die 
Sequenzierung durch Oligomerhybridisierung (vgl. z. B. Drmanac et al., Genomics 4, x 
(1989), S. 114-128 oder Bains et al., Theor. Biol. 135, (1988), S. 303-307). Bei v 
diesem Verfahren wird ein vollstandiger Satz kurzer Oligonukleotide bzw 
Oligomere (Probe-Oligonukleotide), z. B. alle 65 536 mdglichen Kombinationen der 
Basen A, T, C und G eines Oligonukleotid-Oktamers auf ein Tragermaterial 
gebunden. Die Anbindung geschieht in einem geordneten Raster aus 65 536 Test- 
Sites, wobei jeweils eine gro&ere Menge einer Oligonukleotid-Kombination ein Test- 
Site definieren und die Position jeder einzelnen Test-Site (Oligonukleotid- 
Kombination) bekannt ist. Auf solch einer Hybridisierungsmatrix, dem Oligomerchip, 
wird ein DNA-Fragment, dessen Sequenz man ermitteln will, das Target, mit 
Fluoreszenz-Farbstoff (oder ^P) markiert und unter Bedingungen, die nur eine 
spezifische Doppelstrangbildung erlauben, hybridisiert. Dadurch bindet das Target 
DNA-Fragment nur an die Oligomere (im Beispiel an die Oktamere), deren 
komplementare Sequenz exakt einem Teil (einem Oktamer) seiner eigenen Sequenz 
entspricht. Durch optische (oder autoradiographische) Detektion der 
Bindungsposition des hybridisierten DNA-Fragments werden damit alle im Fragment 
vorhandenen Oligomersequenzen (Oktamersequenzen) bestimmt. Aufgrund der 
Uberlappung benachbarter Oligomersequenzen kann durch geeignete 
mathematische Algorithmen die fortlaufende Sequenz des DNA-Fragments bestimmt 
werden. Die Vorteile dieses Verfahrens liegen unter anderem in der Miniaturisierung 
der Sequenzierung und damit in der enormen Datenmenge, die gleichzeitig in einem 
Arbeitsgang erfaBt wird. Daneben kann auf Primer und auf das gel- 




vorgeschriebene SicherheitsvorRehrungen tarn, ^ 

Ma.erialien, die Strahlenbeiastung, das begrenzte * der 

maxima! 1mm 2 ) und eine Sensitivity die nur dan n ho** w» 

Die Fl uoreszenz,arbs t o«e. die Obiicherweise zur M-*^^^ 
werde, sind zum Tei, <z. B. Bhidiumbromid) ln fast 
Anwendung der Autoradiographie, '^f^^^ t ^ wn einem 
al ,en Failen erforder, die J<*«° ^T^^nd entsprechende 
Oder mehreren Lasersystemen und «^**^ n der Fluore5 zenz erfordert 
Sicherhei—ngen. Die e.gen ,be ***** ^ ^ ^ 

zusatzliche Hardware, «e z J 5 ^'^ „ ^ im sanger-Verfahren, ein 

verschiedenen Anregungs- und Legungsweileniangen und der 

Kontrollsystem. Abhang.g von den benot,gten An 9 9 lnvesti ,i 0 nskosten 
g ewunsch,en Detektionsieistung ^ ^JJ^Jln Oligomerchip ist 
entstehen. Bei der Sequenz.erung durch Hybnd,s,erung zur 2 . 

die Detection noob (kos.en)au^nd lg er, da, ccD-Kameras 
dimensionalen Detektion der Fluoreszenzspots hochauflosen 
(Charge Coupled Device Kameras) benetigt werden. 

— es aiso^ve und = £££££ 
transportable Systeme verfugbar. 

Darstellung der Erfindung 

Nachteile des Standes der Technik nicht aufwe.sen. 





D,ese Aufgabe wird erfindungsgemas durch das modifizierte Oligonukleotid gemaS 
^abhang,gem Patentanspruch 1, durch das Varfahren zur Hers.ellung eines 
moditeerten ONgonukleotids gemaB unabhangigem Anspruch 8 und 9, durch die 
mod,fiz,er.e leitfahige Oberflache gemaa unabhangigem Patentanspruch 10 das 
Verfahren zur Herstellung einer modiflzierten leitfahigen Oberflache gemaS 
u ab h a„g lg em Patentanspruch 20, sowie durch das Verfahren zur 
eletoochern,schen Detektion von Oligomerhybridisierungsereignissen gemas 
unabhangigem Patentanspruch 26 gelost. 

ZXZVZ. vorlte9enden Erflndung werden die fol9ende " 

Genetik 



DNA 
RNA 
PNA 




A 
G 
C 
T 
Base 
Bp 

Oligomer 
Oligonukleotid 



oligo 
dATP 



DesoxyribonukleinsSure 
Ribonukleinsaure 

Peptidnukleinsaure (synthetische DNA oder RNA bei der die 
Zucker-Phosphat Einheit durch eine Aminosaure ersetzt ist. Bei 
Ersatz der Zucker-Phosphat Einheit durch die -NH-(CH 2 ) 2 - 
N(COCH 2 -Base)-CH 2 CO- Einheit hybridisiert PNA mit DNA. 
Adenin 

Guanin 

Cytosin 

Thymin 

A, G, T, oder C 
Basenpaar 

DNA, PNA oder RNA Fragment einer nicht naher spezifizierten 
Basenlange (z. B. Oktamer: ein Fragment der Baseniange 8). 

DNA, PNA oder RNA Fragment nicht naher spezifizierter 
Basenlange. 

Oligonukleotid 

Desoxyribonucleosid-Triphosphat des A (DNA-Einheit mit der 
Base A und zwei weiteren Phosphaten zum Aufbau eines 
langeren DNA-Fragments bzw. eines Oligonukleotids). 



dGTP 



dCTP 



dTTP 



Primer 



» 



Mismatch 



ds 
ss 




Dasoxyribonucleosid-Triphosphat des G (DNA-Einheit m,t de 
Bate G und zwei wei.eren Phosphate zum Autoau ernes 
langeren DNA-Fragmente bzw. eines Oligonukleohds). 
Desoxyribonucleosid-Trlphosphat des C (DNA-Einheit mi, der 
Base C und zwei weiteren Phosphaten zum Aufcau ernes 
langeren DMA-Fragments bzw. eines Oligonukleoftds). 
Desoxynbonucleosid-Triphospha. des T (DNA-Einheit mi, der 
Base T und zwei weiteren Phosphaten zum Auft.au ernes 
langeren DNA-Fragments bzw. eines OligonukleoMs). 
Start-Komplementar-Fragment eines O.igonukleotids wobei die 
Baseniange des Primers nur ca. 4-8 Basen betrag, D.ent als 
Ansatzpunkt fur die enzymatische RepHkanon des 
Oligonukleotids. 

Zur Ausbildung der Watson Crick Struktur doppelstrangiger 
Oligopeptide nybrfdisieren die beiden EinzelstrSnge derart_ 
dall die Base A (bzw. C) des einen Strangs mrt der Base T 
Izw G) des and«en Strangs WasserstoffbrOcken ausb.ldet 
bei RNA ist T durch Uraoil ersetz,). Jede andere Basenpaarung 
bildet keine Wa,sersto«brQcken aus, verzerr, die Struktur und 
wird als Mismatch" bezeichnet. 
double strand (Doppelstrang) 
single strand (Einzelstrang) 



Chemische S ubsta nzen/Gruppen 
R 



Redox 
Alkyl 



beliebiger, nicht naher spezifizierter organischer Rest als 
Substituent oder Seitenkette. 
redoxaktive Substanz 

Der Begriff "Alkyr bezeichne, ein gesattigtes 
Kohlenwasserstoffradikal. das geradkettig Oder verzweig ,s, (z^ 
Ethyl Isopropyl Oder 2,5-Dimethylhexyl etc.). Wenn Alkyl benutzt 
!*d um au, einen Linker cder Spacer zu verweisen, beze,chne 
der Begriff eine Gruppe mit zwei verfugbaren Valenzen fur die 
kllnte VerknGpfang (z. B. *H*W*r Oder 

-CH^CH^CH^CH^rV etc.). Bevorzugte Aft*n*P*n 
Tsubstituenten Oder Seitenkenen R sind soiche der KeKeniange 




Alkenyl 
Alkinyl 

Hetero-AlkyI 

Hetero-Alkenyl 

Hetero-Alkinyl 



Linker 




Spacer 



PQQ 



6 • 

• • * • • • 

* • • • 
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1-30 (langste durchgehende Kette von aneinandergebundenen 
Atomen). Bevorzugte Alkylgnjppen als Linker oder Spacer sind 
solche der KettenlSnge 1-20, insbesondere der Kettenlange 1-14. 
Alkylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-C 
Einfachbindungen durch C=C Doppelbindungen ersetzt sind. 
Alkyl- oder Alkenylgruppen bei denen eine oder mehrere der 
C-C Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch C^C 
Dreifachbindungen ersetzt sind. 

AJkylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-H Bindungen 
oder C-C Einfachbindungen durch C-N, C=N, C-P, C=P, C-0 
C=0, C-S oder C=S Bindungen ersetzt sind. 

Alkenylgruppen bei denen eine oder mehrere C-H Bindungen, 
C-C Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch C-N, C=N, C-P, 
C-P, C-O, C=0, C-S oder C=S Bindungen ersetzt sind. 
Alkinylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-H 
Bindungen, C-C Einfach-, C=C Doppel- oder C=C 
Dreifachbindung durch C-N, C=N, C-P, C=P, C-O, C=0, C-S 
oder C=S Bindung ersetzt sind. 

molekulare Verbindung zwischen zwei Molekulen bzw. zwischen 
einem OberflSchenatom, Oberflachenmolekul oder einer 
Oberflachenmolekulgruppe und einem anderen Molekul. In der 
Regel sind Linker als Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Hetero-Alkyl- 
Hetero-Alkenyl- oder Heteroalkinylkette kSuflich zu erwerben' 
wobe, die Kette an zwei Stellen mit (gleichen oder 
versch.edenen) reaktiven Gruppen derivatisiert ist. Diese 
Gruppen bilden in einfachen/bekannten chemischen Reaktionen 
mit den entsprechenden Reaktionspartner eine kovalente 
chemische Bindung aus. Die reaktiven Gruppen konnen auch 
photoaktivierbar sein, d. h. die reaktiven Gruppen werden erst 
durch Licht bestimmter oder beliebiger Wellenlange aktiviert. 
Linker, der iiber die reaktiven Gruppen an eine oder beide der 
zu verbindenden Strukturen (siehe Linker) kovalent 
angebunden ist, oder Substituent beliebiger Zusammensetzung 
und Kettenlange mit bevorzugt endstandiger reaktiver Gruppe. 

Pyrrolo-Chinolino-Chinon, 4,5-Dihydro-4,5-dioxo-1H-pyrrolo- 
[2,3-f]-chinolin-2,7,9-tricarboxylsaure) 



/l/l 



• • • 



TEATFB 
sulfo-NHS 

EDC 

HEPES 

Tris 

EDTA 

Cystamin 



Tetraethylammonium-tetrafluoroborat 

N-Hydroxysulfosuccinimid 

(3-Dimethylaminopropyl)-carbodiimid 

N-p-Hydroxyethyllpiperazin-N'-p-ethansulfonsaurel 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Ethylendiamin-Tetraacetat(Natriumsalz) 

(HzN-CHrCHrS-k 



modifizierteO^ 




Mica 



Au-S-ss-oligo-PQQ 



dunner 




Au-S-ds-oligo-PQQ 



l^nv" — : " 

Muskovit-PIMchen. Tragermateria, zum Aufcringen 
Schichten. 

r„,d Film auf Mica mil kovalent airfgebrachter Monolayer aus 
£22lim W Bnzelstrang 0«gonukleo«d (Sequent 

de , OUgonukleo** am * ** m ^°" ( ^ 2>r ^ andung 
( ru\ <5-S-(CH 2 VrOH verestert, wobei aie o 
(CH 2 )2S>- t >H on2 ' rv . . . » . © p Rinduno bewtrkt. 

Di , I m0dif,Ziett 

dul Amidbildung mi. einer Carbonsauregruppen des PQQ 

verbunden. 

Au -S-ss-oligo-PQQ hybridisier, mit dem zu ss-*o (Secuenz: 
TAGTCGGAAGCA) komplementaren OUgonukleoM. 



Eiektrochemie 

E 

En 



Cyclovoltametrie 



Etektrodenpotentel das an der Arbeitselekfrode anliegt. 

reversiblen Elektooxidation oder -redukt.on. 
Stromdichte (Strom pro cm 2 Elektrodenoberflache) 

sr r=J== 



Amperometrie 




verandert, ausgehend von einem Potential bei dem keine 
Elektrooxidation Oder -reduktion stattfindet bis zu einem Potential 
bei dem eine geloste oder an die Elektrode adsorbierte Spezies 
oxidiert oder reduziert wird (also Strom flieSt). Nach Durchlaufen 
des Oxidations- bzw. Reduktionsvorgangs, der in der 
Strom/Spannungskurve einen zunachst ansteigender Strom und 
nach Erreichen eines Maximims einen allmahlich abfallenden 
Strom erzeugt, wird die Richtung des Potentialvorschubs 
umgekehrt. Im Rucklauf wird dann das Verhalten der Produkte der 
Elektrooxidation Oder -reduktion aufgezeichnet. 

Aufzeichnung einer Strom/Zeitkurve. Hierbei wird das Potential 
einer stationaren Arbeitselektrode z. B. durch einen 
Potentialsprung auf ein Potential gesetzt, bei dem die 
Elektrooxidation oder -reduktion einer gelosten oder adsorbierten 
Spezies stattfindet und der flie&ende Strom wird in Abhangigkeit 
von der Zeit aufgezeichnet. 



» 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nukleinsaure-Oligomer, das durch chemischen 
Bindung einer redoxaktiven Substanz modifiziert ist. Als Nukleinsaure-Oligomer wird 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt ein DNA-, RNA- oder PNA- 
Fragment verwendet. Alternativ zu dem Begriff "Nukleinsaure-Oligomer" werden die 
Begriffe "(Probe-)Oligonukleotid" oder "Oligomer" verwendet. Die redoxaktive 
(Substanz ist bei einem Potential q> selektiv oxidierbar und reduzierbar, wobei <p der 
Bedingung 2,0 V > <p > - 2,0 V genugt. Das Potential bezieht sich hierbei auf die 
freie, unmodifizierte, redoxaktive Substanz in einem geeigneten Ldsungsmittel, 
gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode. Im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ist der Potentialbereich 1,7 V > 9 > - 1.7 V bevorzugt, wobei der Bereich 
1,4 V > 9 > - 1,2 V besonders bevorzugt ist und der Bereich 0,9 V > <p > - 0,7 V , in 
dem die redoxaktive Substanz des Anwendungsbeispiels reduziert und reoxidiert 
wird, ganz besonders bevorzugt ist. Daneben betrifft die vorliegenden Erfindung 
eine leitfahige Oberflache, an die direkt oder indirekt (uber einen Spacer) ein 
Nukleinsaure-Oligomer mit angebundener redoxaktiver Substanz chemisch 
gebunden ist. AuBerdem betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache, wobei ein modifiziertes 
Nukleinsaure-Oligomer auf eine leitfahige Oberflache aufgebracht wird. GemaS 
einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren, das die 



die 
einer 




. „ ho Detelrtjon molekularer Strukturen, insbesondere 
elektrochemische Detektion nNA /RNA-/PNA- Fragmenten in 

eiektrochemische Detekt,on von DN *"' R ^^ 
Probeniesung durch sequenzspezrfische Nukle ' nsau elektris che Signale ist 
laglicht. Die Detektion ^^7^: ^ - — 

Bindung eine, redoxaktiven Substanz an ein Nuk.einsaure-OUgo.er 

Vo — ng U aas ^^^Zl^Z^ 
redoxaktiven Substanz an em Nukleinsaure u g potentjal ^ 

jede redoxes ^^^S 

das der Bedingung 2,0 V > <p * 2,0 V ge g unmodifizi erte, redoxaktive 

Substanz in e,nem gee.gneten L » d ist der 
Norma— oneiektrod, Im ~ ^reicb 

Potentiation 1 ,7 V > „ 2 - 1 TV bevorz ugt ^ redoxaktive 

besonders bevorzugt ist und der Bereich 0,9 V ^ & besonders 

oevorzug. ist. Unter dem B^.-* Redoxrea ktion, aiso Abgabe oder 
Rahmen der vorliegenden Erfindung erne « e redoxaktiven 

Un ,er redoxaktiver Substanz wird ^^^^ 
verstanden, dad im elektrochem,sch zug angl.ohen h ^ ^ 

Trageroberflache (Bektrode) durch ^°J™™*Zc*l organischen und 
Elektrode elektrooxidiert/-reduz,ert werden ^ FeTOCenen 

anorganischen redoxaktiven Substanzen w,e . Hex^yan ^ 
Acridinen oder Phtalooyaninen eignen sich zur Anbt g ne 

O,igonuk,eo« -"f^SS^^r^^ ™" 2 "« 

der allgemeinen Formel 1, (Metallo ) onio p i uerbruc kte Porphyrin- 

(M e.a,,o-) Bakteriochlorophylle der a gemeinen ^ ^ ^ ^ in der 

Ch i„on-Sys,eme. sogenannte <<£%^^ZL^ 0*««~ 
allgemeinen Formel 4 dargestellt .st, (fart, ge) na vridin . Nukte otide der 

Agentien wie z. B. Flavine der allgeme.nen Formel 5, Pynd, 




allgemeinen Formel 6 oder Pyrrolo-Chinolin-Chinone (PQQ) der allgemeinen Formel 
7 oder sonstige Chinone wie z. B 1 ,4-Benzochinone der allgemeinen Formel 8, 1,2- 
Benzochinone der allgemeinen Formel 9, 1,4-Naphtochinone der allgemeinen 
Formel 10, 1,2-Naphtochinone der allgemeinen Formel 11 oder 9,10-Anthrachinone 
der allgemeinen Formel 12. 





Formel 1 



Formel 2 



M - 2H, Mg, Zn, Cu, Ni, Pd, Co, Cd, Mn, Fe, Sn, Pt etc.; R, bis R 8 = beliebiger Alkyl- 
Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder Heteroalkinyl-Substituent. 



H.C 





Formel 3 



Formel 3 



11 ' . •> •* 



♦ • • 



M 



. . c Qn Pt etc ' Ri bis R 8 = beliebiger Alkyl- 
M = 2H, I*. Zn, Cu, Ni, Pd ^^K^ Heteroa.Kinyl-Substituent 
Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkeny. 




R 4 ^5 





Formel 5 




Fonnel 8 



Formel 6 




Formel 7 



R1 bis R 8 = beliebiger Alkyl-, Alkenyl 
Heteroalkinyl-Substituent. 



Forme/ 10 

Formel 9 

, Alkinyl-, Heteroalkyl, Heteroalkenyl- oder 






Rl bis R 8 = beliebiger Alkyl-, Alkenyl 
Heteroalkinyl-Substituent. 



, Alkinyk Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder 





ErfindungsgemaG wird eine redoxaktive Substanz an ein Oligonukleotid kovalent 
durch die Reaktion des Oligonukleotids mit der redoxaktiven Substanz gebunden 
Diese Bindung kann auf zwei verschiedene Arten durchgefiihrt werden: 

a) Als reaktive Gruppe zur Bindungsbildung am Oligonukleotid werden die 
PhosphorsSure-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen des Oligonukleotid- 
Phosphatgerustes, insbesondere endstandige 3'- oder S'-Gruppen, verwendet Die 
Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen weisen eine erhohte Reaktivitat 
auf und gehen daher leicht typische Reaktionen wie z. B. Amidbildung mit (primaren 
oder sekundaren) Aminogruppen, Esterbildung mit (primaren, sekundaren oder 
tertiaren) Alkoholen oder Thioesterbildung mit (primaren, sekundaren oder tertiaren) 
Th.o-Alkoholen ein. Die zur kovalenten Anbindung der redoxaktiven Substanz notige 
Kopplungsgruppe (Amin-, Alkohol- oder Thioalkoholfunktion) ist entweder 
naturl.cherweise an der redoxaktiven Substanz vorhanden oder wird durch 
chemische Modifikation der redoxaktiven Substanz erhalten. 

b) Das Oligonukleotid ist uber einen kovalent angebundenen Molekulteil (Spacer) 
bel.eb.ger Zusammensetzung und Kettenlange (langste durchgehende Kette von 
anemandergebundenen Atomen), insbesondere der Ketteniange 1 bis 14 mit einer 
reaktiven Gruppe modifiziert. Die Modifikation erfolgt bevorzugt in der Nahe des 
fre.en 5'- oder 3'-Endes des Oligonukleotids. Als Spacer kann z.B. ein Alkyl- 
Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder Heteroalkinylsubstitueni 
verwendet werden. Mogliche einfache Reaktionen zur Ausbildung der kovalenten 
Bindung zwischen redoxaktiver Substanz und des so modifizierten Oligonukleotids 
s.nd w,e unter a) beschrieben, die Amidbildung aus Saure- und Amino-Gruppe die 
EsterbUdung aus Saure- und Alkohol-Gruppe, die Thioesterbildung aus SSure-'und 
Thio-Alkohol-Gruppe oder daneben die Kondensation von Aldehyd und Amin mit 
anschheSender Reduktion der entstandenen CH=N Bindung zur CH^NH Bindung. 

ErfmdungsgemaG kann die Bindung der redoxaktiven Substanz an das 
Oligonukleotid vor oder nach der Bindung des Oligonukleotids an die leitfahige 
Oberflache erfolgen. Die Anbindung der redoxaktiven Substanz an das auf der 
le.tfah.gen Oberflache gebundene Oligonukleotid erfolgt ebenfalls wie unter a) und 
b) beschrieben. 



Be, mehreren verschiedenen Oligonukleotid-Kombinationen (Test-Sites) auf einer 
gememsamen Oberflache ist es vorteilhaft, die (kovalente) Anbindung der 
redoxaktiven Substanz an die Probe-Oligonukleotide durch geeignete Wahl der 



reaWiv en GrUP pe an den freien P-Oligo— - - — - ~ 
Sites fQr die gesamte Oberfiache zu vere,nhe,tl,chen. 




Die leitfahige OberfWche 

■«.k- nh»msche" wird erfindungsgemaa jeder Trager mit 
Unter dem Begriff "lertfah.ge Oberfiache m werstanden , in sbesondere 

einer elektrisch leitfahigen ° b f**«^ b ^°Z Quecksilber, Nickel, Zink, 
Oberfiachen aus Platin uni Mang an. ,m Rahmen der 

Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Bsen ^^T^^. u „d -leitfahige (Trager-) 

g erneinteBeispiele^enand,eser StelleK 0 Wens^ sind 

cu(0- und Ag(l)-Halogenide b « r J^tb "r Zusammensetzung und 
ebenfalls samtliche binaren ^^'^^^^ 6 der Elemente der Gruppen 
beliebigerStrukturderElementederGrupp^ 14 ■ ^ ^ 

13 und 15, sowie der Elemente der Gruppen 15 ^ E|emente 

Verbindungen beliebiger Zusammeneetz una * ° , 13 und 16 

der Gruppen 11. « und 16 Oder der Seme * der G ^ ^ der 
verv/endet werden. Die Bezeichnungen d " G ™ ppen 
Bemente beziehen sich auf die lUPAC-Empfehlung von 1985. 

Bind un B eines or,gonuK.eo«ds an die ieitfahige Oberfiache 
E.ndungsgen^ - * O,^ %J^l£ZZ 

Arten durchgefuhrt werden: 

.Ungllob ist. Die, - » 

B. duroh naSchem.sche Oder • , * tr0 *T durch 0xidatl on naSohemisch mit 
ka nn z. B. die Oberflache von ^.tele^n *' Elektrocn emisch bes.eht z. 
Aldehyd- Oder Carbonsauregruppen versehen werden. 






B. die Moglichkeit durch Reduktion in Gegenwart von Aryl-Diazoniumsalzen das 
entsprechende (funktionalisierte, also mit reaktiver Gruppe versehene) Aryl-Radikal 
Oder durch Oxidation in Gegenwart von R'C0 2 H das (funktionalisierte) R'-Radikal 
auf der Graphit-Elektrodenoberflache anzukoppeln. Ein Beispiel der direkten 
Modifikation von Halbleiteroberflachen ist die Derivatisierung von 
Sihziumoberflachen zu reaktiven Silanolen, d. h. Silizium-TrSger mit Si-OR" Gruppen 
an der Oberflache, wobei R" ebenso wie R' einen beliebigen organischen Rest 
darstellt (z.B. Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder 
Heteroalkmylsubstituent). Alternativ kann die gesamte Oberflache durch die 
kovalente Anbindung einer reaktiven Gruppe eines bifunktionalen Linkers modifiziert 
werden, so daS auf der Trageroberflache eine monomolekulare Schicht beliebiger 
Molekule entsteht, die, bevorzugt endstandig, eine reaktive Gruppe enthalten. Unter 
dem Begriff "bifunktionaler Linker" wird jedes Molekul beliebiger Kettenlange 
insbesondere der Ketteniangen 0-14, mit zwei gleichen (homo-bifunktional) oder 
zwei verschiedenen (hetero-bifunktional) reaktiven Molekul-Gruppen verstanden. 

Sollen mehrere verschiedene Test-Sites auf der Trageroberflache durch Ausnutzen 
der Methodik der Photolithographie gebildet werden, so ist mindestens eine der 
reakt.ven Gruppen des homo- oder hetereo-bifunktionalen Linkers eine 
photoaktivierbare, d. h. eine erst durch Lichteinstrahlung bestimmter oder beliebiger 
Welleniange reaktiv werdende Gruppe. Dieser Linker wird so aufgebracht daG 
die/eine photoaktivierbare reaktive Gruppe nach der kovalenten Anbindung des 
Linkers auf der Oberflache zur Verfugung steht. An die so modifizierte 
Trageroberflache werden die Oligonukleotide kovalent angebunden, wobei diese 
selbst uber einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange 
insbesondere der Kettenlange 0-14, mit einer reaktiven Gruppe modifiziert sind' 
bevorzugt in der Nahe des 3'- oder 5-Endes des Oligonukleotids. Bei der reaktiven 
Gruppe des Oligonukleotids handelt es sich urn Gruppen, die direkt (oder indirekt) 
mit der modifizierten Trageroberflache unter Ausbildung einer kovalenten Bindung 
reagieren. Daneben kann an die Oligonukleotide in der Nahe ihres anderen Endes 
(5- oder 3'-Ende) die redoxaktive Substanz oder eine weitere reaktive Gruppe 
gebunden sein, wobei die reaktive Gruppe wiederum, wie oben beschrieben, direkt 
oder Qber einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange 
insbesondere der Kettenlange 0-14, angebunden ist. 

b) Das Oligonukleotid, das auf die leitfahige Oberflache aufgebracht werden soil ist 
uber einen kovalent angebundenen Spacer beliebiger Zusammensetzung und 
Kettenlange. insbesondere der Kettenlange 0-14, mit einer reaktiven Gruppe 
modifiz.ert, wobei sich die reaktive Gruppe bevorzugt in der Nahe des 3'- oder 5 1 - 



T^^.X^S ™Si«L«- unter Ausbildung 
Oder ohgo-Spacer-S-S-bpacer o.iyu, Chemi- oder 

Physikosorption an Platin- Oder biuzium w 3'-Ende) die 

J O.igonukleotide in der N.h. ^^^J^J^jL^ 
redoxaktive Substanz oder e.ne ™*™ T ^J^^ oder Qber e inen Spacer 
reaktive Gruppe ^ederum, wie f ^ 0-14, 
beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange, insbesonae 

angebunden ist. 

Alkoholen oder Thioesterbildung mit (primSren, sekundaren oder tert aren) J 

"Binduna eines Oligonukleotids an die leitfahige Oberfiacne , u 

Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange, 
Kettenlange 0-14, angebunden ist. 

eines Oligonukleotids an die leiWhige Obertache") beschneben. 



Di 
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Bei der Herstellung der Test-Sites muG bei der Anbindung der Einzelstrang- 
Oligonukleotide an die Oberflache darauf geachtet werden, daB zwischen den 
einzelnen Oligonukleotiden ein genugend groBer Abstand verbleibt, urn den fur eine 
Hybridisierung mit dem Target-Oligonukleotid ndtigen Freiraum zur Verfugung zu 
stellen. Dazu bieten sich unter anderem zwei verschiedene Vorgehensweisen an: 



eines 




1. ) Herstellung einer modifizierten Trageroberflache durch Anbindung 
hybridisierten Oligonukleotids, also eine Trageroberflachen-Derivatisierung mit 
hybridisiertem Probe-Oligonukleotid statt mit Einzelstrang-Probe-Oligonukleotid. Der 
zur Hybridisierung verwendete Oligonukleotidstrang ist unmodifiziert (die 
Oberflachenanbindung wird durchgefiihrt wie unter a) - c) im Abschnitt "Bindung 
eines Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache" beschrieben). AnschlieBend wird 
der hybridisierte Oligonukleotid-Doppelstrang thermischer dehybridisiert, wodurch 
eine Einzelstrang-Oligonukleotid modifizierte Trageroberflache mit groBerem 
Abstand zwischen den Proboligonukleotiden hergestellt wird. 

2. ) Herstellung einer modifizierten Trageroberflache durch Anbindung eines 
Einzelstrang- oder Doppelstrang-Oligonukleotisd, wobei wahrend der 
Trageroberflachen-Derivatisierung mit Einzelstrang-Probe-Oligonukleotid ein 
geeigneter monofunktionaler Linker zugesetzt wird, der neben dem Einzelstrang- 
oder Doppelstrang-Oligonukleotid auch an die Oberflache gebunden wird (die 
Oberflachenanbindung wird durchgefuhrt wie unter a) - c) im Abschnitt "Bindung 
eines Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache" beschrieben). ErfindungsgemaB 
hat der monofunktionale Linker eine Kettenlange, die der Kettenlange des Spacers 
zwischen Trageroberflache und Oligonukleotid identisch ist oder urn maximal vier 
Kettenatome abweicht. Bei der Verwendung von Doppelstrang-Oligonukleotid 
gemeinsam mit geeignetem monofunktionalem Linker zur Trageroberflachen- 
Derivatisierung wird nach der Anbindung des Doppelstrang-Oligonukleotids und 
Linkers an die Trageroberflache der hybridisierte Oligonukleotid-Doppelstrang 
thermischer dehybridisiert, wie oben unter 1 .) beschrieben. 



Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Nukleinsaureoligomerhybriden 

Vorteilhafterweise werden gemaG dem Verfahren zur elektrochemischen Detektion 
mehrere Probe-Oligonukleotide unterschiedlicher Sequenz, idealerweise alle 
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lichen Kombinationen des N*«n-u»0«^^ £ 
DNA-Chip autgebracbt u m ^^^^^.J, *n Target 
einer (fragmentierten) Target-DNA zu Dazu auf einer 

aufe uspOren und = ^ — ^ ^ . molek o,e eines 
ieitfahigen TrageroberfUche * DN A-/ R NA-/PNA-Oligonukleotiden 
defmierten Bereichs (einer Test-Site) mil verknOpft. Al» Probe- 

bekannter. aber beliebiger Sequenz, ™* ° ben b *f ^ oder PNA- 
Oiigonukieotide — ^^ST^ » * * 
Fra 3 men.e)der Basenian e 3« Erf 9 ndlingsgemaB «ird an die Probe- 
bevorzugt der Lange 6 b» 18ww» oberf|4che 
Oligonukleotide entweder vor oder nacn deren rsin 
eine redoxaktive Substanz gebunden. 

Erfolgt die —on der P-*^J^ ^Z^Z^TZ 
Oberfiache, so warden die bereits modifiz.ertenjro g 

b escH ri eben an die ~ ~ ^onukieotide am 

rotonu^e direk, oder indirek, ober einen Spacer 
mit einer redoxaktive Substanz modifiziert. 

In beid en Faiien en.eb. ein ^^ZZX^^ 

Spacer-ss-oligo-Spacer-Redox (F.gur 3). Die eieK ng . 0 |igonukleotid 

Spacer-Redox ist schwach oder gar nicht vorhanden. 

^ T^t Sites mit der zu untersuchenden 
,„ einen, nachsten Scbritt kornrn. es nur in dern Fai, 

Oligonukleotid-LSsung (Target) in Kontakt geDracn an 

zur Hybridisierung, wenn die Lasung ^^^SX-*- ° de ' 
die leitfabige Oberflacbe gebundenen P robe ; OII9 °™ k ™ e d J Hybridisierung 

Beispie. der Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Redok schematisoh gezeigt). 

Durch die Veranderung der eiektriscben ~ "^b~ - 
Trageroberflache und der redoxakfven Substanz u ^ ^ Target) 
Probe-Oligonukleotid und dem dazu komplementaren Ol.gonukleot, 




kann somit ein sequenzspezifisches Hybridisierungsereignis durch elektrochemische 
Verfahren wie z. B. Cyclovoltametrie, Amperometrie oder Leitfahigkeitsmessungen 
detektiert werden. 

Bei der Cyclovoltametrie wird das Potential einer stationaren Arbeitselektrode 
zeitabhangig linear verandert. Ausgehend von einem Potential bei dem keine 
Elektrooxidation oder -reduktion stattfindet, wird das Potential solange verandert bis die 
redoxaktive Substanz oxidiert oder reduziert wird (also Strom flieSt). Nach Durchlaufen 
des Oxidations- bzw. Reduktionsvorgangs, der in der Strom/Spannungskurve einen 
zunachst ansteigenden Strom, einen Maximalstrom (Peak) und dann einen allmahlich 
abfallenden Strom erzeugt, wird die Richtung des Potentialvorschubs umgekehrt. Im 
Rucklauf wird dann das Verhalten der Produkte der Elektrooxidation oder -reduktion 
aufgezeichnet. 

Eine alternative elektrische Detektionsmethode, die Amperometrie, wird dadurch 
ermoglicht, daS die redoxaktive Substanz durch Anlegen eines geeigneten, konstant 
gehaltenen Elektrodenpotentials zwar elektrooxidiert (elektroreduziert) wird, die 
Rereduktion (Reoxidation) der redoxaktiven Substanz in den ursprunglichen Zustand 
aber nicht durch Anderung des Elektrodenpotentials erreicht wird, wie in der 
Cyclovoltametrie, sondern durch ein der Targetlosung zugesetztes geeignetes 
Reduktionsmittel (Oxidationsmittel), wodurch der Stromkreis des Gesamtsystems 
geschlossen wird. Solange Reduktionsmittel (Oxidationsmittel) vorhanden ist bzw. 
solange verbrauchtes Reduktionsmittel (Oxidationsmittel) an der Gegenelektrode 
rereduziert (reoxidiert) wird, flie&t Strom, der amperometrisch detektiert werden kann 
und der proportional zur Zahl der Hybridisierungsereignisse ist. 



Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Die Erfindung soil nachfolgend anhand eines Ausfuhrungsbeispiels im 
Zusammenhang mit den Zeichnungen naher erlautert werden. Es zeigen 

Fig. 1 Schematische Darstellung des Sanger-Verfahrens der Oligonukleotid- 

Sequenzierung; 



Fig. 2 Schematische Darstellung der Oligonukleotid-Sequenzierung durch 

Hybridisierung auf einem Chip; 



Fig. 3 



Fig. 4 




Fig. 5 



Struktur Elek-Spacer-ss-ol.go-Spacer g-.jAGTC G G AAG C A-3' 
O.igonuk.eotid der exernp.anschen „ a)s 

AusfOhrungsbeispiel e.ner Elek-Spacer ssoug p idisierten 
nur ein Teil des Probeol.gonuMeot.ds nut ny 
Komplementarstrang gezeigt ist (rechts); 

Cvciovoifagramm einer « 

im VergieicKzu .^^SSl^."-* 

hybridisiertem Target (Au-S-ds o.igo-ruw, 

• r^t cute mit vollstandig hybridisiertem Target 
C y clovoltagrammemerTest-S,te m.t vons g ^ ^ 

( Au-S-ds-oligo-PQQ) (durchgezoge e Un») -m 9 ^ 
Taet qitfl mit hybridisiertem Target, das 2 Basenpa 
^"s-dVol^OQ m* 2 Bp Miches, gesfnche,.,. 




Wega zur Aliening der Erfindung 

Bn e e^* Tesf-Sife «™ 

In dem Beispiel der F,gur 3 ist d« rag leotid mi, dem 

Verbindung zwischen Gold-Elektrode und Probe a ^° am 3. Ende 

UnKer <HO<CH^^ SpaKung der S-S 

zu P-O-<CH 2 VS-S-(CH^0H verestert : wu ^ 2 . Hydr0Xy . 

Bindung an der Gold-Oberffache , e,ne Au SW g ^ 

r^rcaptoethanol und Mercaptoethanol-ve^es O *» 3 w 

koadsorbiert wurde. Die redoxakbve W« ™ ^ ^ 

tricarboxylisches p V' rol0 - Chin "" 0 " ^'aie c-7-C0 2 H-FunK«on) zur 
Carbonsaurefunktionen des POQ id ukleotld ve „,endet wurde 

kovalenten Anbindung des PQQ an das n » Aminofunktion des an die 
(Amidbildung unter Wasserabspaltung m,« der '^' na ^H-CO- N H-CH r CH rf 4H ! 
C-5-Position des 5'-Thymins ober ei „en kurzen Spacer 

Spacers). Sowohi freies. unmod,fiz,er.es POO a,s auch^ ^ (modjfeiertes) 

der Kettenlange 1-6, we z ' \ ' ' ne verbr0ckt es PQQ wird, z. B. 
Doppeisfrang-Oiigonukieo.id m„ der ^ ^arzungen). im 

in HEPES Puffer mit 0.7 molarem Zusatz von TbAi 



Potentialbereich 0,7 V > cp > 0,0 V, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode, 
selektiv reduziert und reoxidiert. 



Die elektrische Kommunikation zwischen der (leitfahigen) Trageroberflache und dem 
uber Einzelstrang-Oligonukleotid verbruckten Redoxpaar in der allgemeinen Struktur 
Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-Redox ist schwach oder gar nicht vorhanden. Fur die 
exemplarische Test-Site Au-S-ss-oligo-PQQ (mit 12-Bp Probe-Oligonukleotiden) ist 
dies anhand der Cyclovoltametrie (Figur 4) gezeigt. Ohne an eine theoretische 
Beschreibung gebunden sein zu wollen, wird angenommen, daB die negativen 
Ladungen des Phosphatgerusts eine gegenseitig AbstoBung der Oligonukleotid- 
Einzelstrange bedingen und so einen Aufbau der -Spacer-ds-oligo-Spacer-Redox 
Kette (in Richtung Helixachse) unter einem Winkel <J> < 70 ° zur Normalen der 
Trageroberflache (.stehende Rohren") erzwingen. Die (hybridisierte) Test-Site Au-S- 
ds-oligo-PQQ der Figur 3 weist einen Aufbau mit <j> - 30 ° auf. Aufgrund der Lange 
der -Spacer-ds-oligo-Spacer-Redox Kette (z. B. ca. 40 A Lange eines 12- 
Basenpaar-Oligonukieotids; > 10 A Lange eines Spacers) entsteht bei <t> < 70 ° 
zwischen Trageroberflache und redoxaktiver Substanz ein Abstand von > 17 A. 
Dadurch kann ein direkter Elektron- oder Lochtransfer zwischen Trageroberflache 
und redoxaktiver Substanz ausgeschlossen werden. Durch Behandlung der Test- 
Site^) mit einer zu untersuchenden Oligonukleotid-Losung, kommt es, im Falle der 
Hybridisierung zwischen Probe und Target zu einer verstarkten Leitfahigkeit 
zwischen der Trageroberflache und dem uber das Doppelstrang-Oligonukleotid 
verbruckten Redoxpaar. Die Anderung der Leitfahigkeit auBert sich 
cyclovoltammetrisch in einem deutlichen StromfluB zwischen Trageroberflache und 
Redoxaktiver Substanz (Figur 4). Damit ist es moglich, die sequenzspezifische 
| Hybridisierung des Targets mit den Probe-Oligonukleotiden durch elektrochemische 
Verfahren wie z. B. cyclische Voltametrie zu detektieren. 

Daneben konnen fehlerhafte Basenpaarungen (Basenpaar Mismatches) durch eine 
geanderte cyclovoltammetrische Charakteristik erkannt werden (Figur 5). Ein 
Mismatch auBert sich in einem groBeren Potentialabstand zwischen den 
Strommaxima der Elektoreduktion und der Elektroreoxidation (Umkehrung der 
Elektroreduktion bei umgekehrter Potentialvorschubrichtung) bzw. der 
Elektrooxidation und Elektrorereduktion in einem cyclovoltammetrisch reversiblen 
Elektronenubertragungsprozess zwischen der elektrisch leitenden Trageroberflache 
und der redoxaktiven Substanz. Dieser Umstand wirkt sich vor allem in der 
amperometrischen Detektion gQnstig aus, da dort der Strom bei einem Potential 
getestet werden kann (bei einem Potential E-E 0 von ca. 0,03 V im Beispiel der Figur 
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5), bei dem zwar das perfekt hybridisierende Oligonukleotid-Target signifikant Strom 
liefert, nicht aber das fehlerhaft gepaarte Oligonukleotid-Target. 

Beispiel 1: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S-ds-oligo-PQQ. Die 
Herstellung von Au-S-ds-oligo-PQQ gliedert sich in 4 Teilabschnitte, namlich 
Darstellung der Trageroberflache, Hybridisierung des Probe-Oligonukleotids mit 
dem komplementaren Doppelstrang (Hybridisierungsschritt), Derivatisierung der 
Trageroberflache mit dem Doppelstrang-Oligonukleotid (Inkubationsschritt) und 
Anbindung der redoxaktiven Substanz (Redoxschritt). 

Das Tragermaterial fur die kovalente Anbindung der Doppelstrang-Oligonukleotide 
bildet ein ca. 100nm dunner Gold-Film auf Mica (Muskovit Plattchen). Dazu wurde in 
einer elektrischen Entladungskammer frisch gespaltenes Mica mit einem Argon- 
lonenplasma gereinigt und durch elektrische Entladung Gold (99.99%) in einer 
Schichtdicke von ca. 100nm aufgebracht. AnschlieBend wurde der Gold-Film mit 30 
% H 2 0 2 , / 70 % H 2 S0 4 von Oberflachenverunreinigungen befreit (Oxidation 
organischer Ablagerungen) und fur ca. 20 Minuten in Ethanol getaucht, urn an der 
Oberflache adsorbierten Sauerstoff zu verdrangen. Nach AbspQhlen der 
Trageroberflache mit bidestilliertem Wasser wird auf die horizontal gelagerte 
Trageroberflache eine vorher bereitete 0.1 molare L6sung des (modifizierten) 
Doppelstrang-Oligonukleotids aufgetragen, so daB die komplette Trageroberflache 
benetzt wird (Inkubationsschritt, siehe auch unten). 

Zur Bereitung der ds-Oligonukleotid Losung wurde ein doppelt modifiziertes 12 Bp 
Einzelstrang-Oligonukleotid der Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA-3' verwendet, das an 
der Phosphatgruppe des 3' Endes mit (HO-(CH 2 )2-S) 2 zum P-0-(CH 2 )2-S-S-(CH 2 )2-OH 
verestert ist. Am 5'-Ende ist die endstandige Base des Oligonukleotids, Thymin, am C-5 
Kohlenstoff mit -CH=CH-CO-NH-CH2-CH2-NH 2 modifiziert. Eine 0.2 molare Losung 
dieses Oligonukleotids im Hybridisierungspuffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.5 mit 
0.7 molarem Zusatz von TEATFB, siehe Abkurzungen) wurde mit einer 0.2 molaren 
Losung des (unmodifizierten) komplementaren Strang im Hybridisierungspuffer bei 
Raumtemperatur fur ca. 2h hybridisiert (Hybridisierungsschritt). Wahrend einer 
Reaktionszeit von ca. 12-24h wurde der Disulfidspacer P-O^CHz^S-S^CH^^OH 
des Oligonukleotids homolytisch gespalten. Dabei bildet der Spacer mit Au-Atomen 
der Oberflache eine kovalente Au-S Bindung aus, wodurch es zu einer 1:1 
Koadsorption des ds-Oligonukleotids und des 2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt 
(Inkubationsschritt). 




Die so mit einer dichten (1:1) Monolayer aus ds-Oligonukleotid und 2-Hydroxy- 
mercaptoethanol modifizierte Goldelektrode wurde mit bidestilliertem Wasser 
gewaschen und anschlie&end mit einer Losung von 3x10" 3 molarem Chinon PQQ, 
10- 2 molarem EDC und 10" 2 molarem sulfo-NHS in HEPES Puffer benetzt. Nach einer 
Reaktionszeit von ca. 1h bindet der -CH=CH-CO-NH-CH r CH 2 -NH 2 Spacer das PQQ 
kovalent an (Amidbildung zwischen der Aminogruppe des Spacers und einer 
Saurefunktion des PQQ, Redoxschritt). 

Die Aufklarung der Oberflachenbeschaffenheit mit XPS (X-Ray 
Photoelektronenspektroskopie) ergab eine maximal dicht gepackte Monolayer aus 
1-1 koadsorbiertem ds-Oligonukleotid und 2-Hydroxy-mercaptoethanol (4.7 x 10 
ds-Oligonukleotide/cm 2 ), wobei die lange Achse (Richtung der Helixachse) der ds- 
Oligonukleotide mit der Flachennormalen der Goldoberflache einen Winkel von + - 
30 ° bildet. 

Beispiel 2: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S-ss-oligo-PQQ. Analog zur 
Darstellung des Systems Au-S-ds-oligo-PQQ wird die Trageroberflache mit 
modifiziertem Einzelstrang-Oligonukleotid derivatisiert, wobei lediglich auf die 
Hybridisierung des modifizierten Oligonukleotids der Sequenz 5-TAGTCGGAAGCA- 
3' mit seinem komplementaren Strang verzichtet wurde und im Inkubationsschntt nur 
das doppelt modifizierte 12 Bp Einzelstrang-Probe-Oligonukleotid (siehe Be.sp.el 1^ 
als 0 1 molare Losung in Wasser und in Gegenwart von 10" 2 molarem Tns, 10 
molarem EDTA und 0.7 molarem TEATFB (oder 1 molarem NaCI) bei pH 7.5 verwendet 
wurde. Der Redoxschritt wurde, wie in Beispiel 1 angegeben, durchgefuhrt. 

Beispiel 3: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S-ds-oligo-PQQ mit 2-Bp- 
Mismatches. Die Herstellung einer Trageroberflache derivatisiert mit modifiziertem 
Doppelstrang-Oligonukleotid wurde analog zur Darstellung des Systems Au-S-ds- 
oligo-PQQ durchgefuhrt, wobei lediglich bei der Hybridisierung des modifizierten 
Oligonukleotids der Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA-3' ein komplementarer Strang 
verwendet wurde (Sequenz: 5'-ATCAG47TTCGT-3'), bei dem die eigentl.ch 
komplementaren Basen Nr. 6 und 7 (vom 5'-Ende gezahlt) von C nach A bzw. von C 
nach Tmodifiziert wurden, urn so zwei Basenpaar Mismatches einzufuhren. 

Beispiel 4: Herstellung einer Oligonukleotid-Elektrode Au-S-ss-oligo-PQQ mit 
erhohtem Inter-Oligonukleotid-Abstand. Bei der Herstellung der Test-Sites muS be. 
der Dehvatisierung der Trageroberflache mit Einzelstrang-Probe-Oligonukleot.d 
darauf geachtet werden, daG zwischen den angebundsnen Einzelstrangen 
genugend Platz ist, urn eine Hybridisierung mit dem Target-Oligonukleotid zu 




ermoglichen. Dazu bieten sich drei verschiedene Vorgehensweisen an: (a) 
Herstellung einer Au-S-ds-oligo-PQQ Elektrode wie in Beispiel 1 beschrieben mit 
anschlie&ender thermischer Dehybridisierung der DoppelstrSnge bei Temperaturen 
von T > 40 °C. (b) Herstellung einer Au-ss-oligo-PQQ Elektrode wie unter Beispiel 2 
beschrieben, aber im Inkubationsschritt zur Derivatisierung der Goldoberflache mit 
(doppelt derivatisiertem) Einzelstrang-Oligonukleotid wird 2-Hydroxy- 
mercaptoethanol oder ein anderer Thiol- oder Disulfid-Linker geeigneter Kettenlange 
10" 5 bis 10" 1 molar zugesetzt Qe nach gewunschtem Inter-Oligonukleotid-Abstand), 
das gemeinsam mit dem Einzelstrang Oligonukleotid an die Goldoberflache 
koadsorbiert. (c) Herstellung einer Au-ss-oligo-PQQ Elektrode wie unter Beispiel 2 
beschrieben, aber unter Weglassen des 0.7 molaren Zusatzes an Elektrolyten (im 
Beispiel TEATFB) im Inkubationsschritt zur Derivatisierung der Goldoberflache mit 
(doppelt derivatisiertem) Einzelstrang-Oligonukleotid. Die Phosphatgruppen und 
Basen-Sickstoffatome des Oligonukleotids sind durch die Abwesenheit des Salzes 
elektrostatisch nicht abgeschirmt und wechselwirken stark mit der Goldoberflache. 
Dadurch kommt es zu einer flachen Anlagerung der Oligonukleotide auf der 
Elektrodenoberflache (4> > 60 °) und es warden pro FlScheneinheit deutlich weniger 
Oligonukleotide gebunden. AnschlieRend konnen die Oligonukleotide wieder in die 
gewunschte Position gebracht werden, indem in einem 2. Inkubationsschritt (vor 
oder nach Anbringen des PQQ) 2-Hydroxy-mercaptoethanol oder ein anderer Thiol- 
oder Disulfid-Linker geeigneter Kettenlange kovalent an die noch freien 
Oberfiachen-GoWatome angebunden wird. Dazu wird die weniger dicht mit 
Einzelstrang-Oligonukleotid belegte Elektrode vor oder nach Modifikation mit PQQ 
(Au-S-ss-oligo bzw. Au-S-ss-oligo-PQQ) mit einer ca. 5x1 0" 2 molaren Losung des 2- 
Hydroxy-mercaptoethanols oder eines andereren Thiol- oder Disulfid-Linkers 
geeigneter Kettenlange in Ethanol oder HEPES Puffer (bzw. einem Gemisch daraus, 
abhangig von der Loslichkeit des Thiols) benetzt und 2-24h inkubiert. 

Beispiel 5: Durchfuhrung der cyclovoltammetrischen Messungen. Die 
cyclovoltammetrischen Messungen wurden mit einem Computer-kontrolliertem 
Bipotentiostaten (CH Instruments, Model 832) bei Raumtemperatur in einer Standard 
Zelle mit 3-Elektroden-Anordung vermessen. Die modifizierte Goldelektrode wurde 
ais Arbeitselektrode verwendet, als Hilfselektrode (Gegenelektrode) diente ein 
Platindraht und als Referenzelektrode zur Potentialbestimmung wurde eine uber 
eine Luggin Kapillare vom Probenraum abgetrennte Ag/AgCI-Elektrode mit interner 
gesattigter KCI Losung verwendet. Als Elektrolyt diente 0.7 molares TEATFB oder 1 
molares NaCI. Ein Cyclovaltagramm der Au-S-ds-oligo-PQQ Elektrode im Vergleich 
zu einer Au-S-ss-oligo-PQQ Elektrode ist in Figur 4 gezeigt, die Auswirkung der 2 
Bp Mismatches auf das Cyclovoltagramm der Au-S-ds-oligo-PQQ Elektrode ist in 
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Abbildung 5 dargestellt. Die Potentiale sind jeweils als E-E 0 . also relativ zum 
Halbstufenpotential angegeben. 




Patentanspriiche 



Durch Anbindung einer redoxaktiven Substanz modifiziertes Nukleinsaure- 
Oligomer, dadurch gekennzeichnet, daS die redoxaktive Substanz bei einem 
Potential <p selektiv oxidierbar und reduzierbar ist, wobei q> der Bedingung 2,0 V 
> q> > - 2,0 V, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode, genugt. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 1, wobei als redoxaktive 
Substanz ein Farbstoff verwendet wird, insbesondere ein Flavin-Derivat, ein 
Porphyrin-Derivat, ein Chlorophyl-Derivat Oder ein Bakteriochlorophyl-Derivat. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 1, wobei als redoxaktive 
Substanz ein Chinon, insbesondere ein Pyrrolo-Chinolin-Chinon (PQQ), ein 
1,4-Benzochinon, ein 1 ,2-Naphtochinon, ein 1,4-Naphtochinon oder ein 9,10- 
Anthrachinon verwendet wird. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, wobei die redoxaktive Substanz kovalent alternativ an eine der 
PhosphorsSure-, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, an eine der Zucker- 
Einheiten oder an eine der Basen des Nukleinsaure-Oligomers angebunden ist, 
insbesondere an eine enstandige 3'- oder 5'-Einheit. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei 
die redoxaktive Substanz kovalent an einen verzweigten oder unverzweigten 
Molekulteil beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange angebunden ist und 
der verzweigte oder unverzweigte Molekulteil alternativ an eine der 
Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, an eine der Zucker- 
Einheiten oder an eine der Basen des Nukleinsaure-Oligomers angebunden ist, 
insbesondere an eine enstandige 3'- oder 5 -Einheit. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 5, wobei die redoxaktive 
Substanz kovalent an einen verzweigten oder unverzweigten Molekulteil 
angebunden ist, dessen langste Kette 1 bis 14 Atome umfaBt. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, wobei als Nukleinsaure-Oligomer ein Desoxyribonukleinsaure-, 
Ribonukleins3ure- oder ein Peptidnukleinsaure-Oligomer verwendet wird. 



Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers gemaS 
den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die redoxaktive 
Substanz an ein Nukleinsaure-Oligomer gebunden wird, wobei die Anbindung 
an eine Phosphorsaure- Oder Carbonsaure-Gruppe des Nukleinsaure- 
Oligomers durch Amidbildung mit (primaren oder sekundaren) einer 
Aminogruppe der redoxaktiven Substanz, durch Esterbildung mit einer 
(primaren, sekundaren oder tertiaren) Alkohol-Gruppe der redoxaktiven 
Substanz, oder durch Thioesterbildung mit einer (primaren, sekundaren oder 
tertiaren) Thio-Alkohol-Gruppe der redoxaktiven Substanz bzw. durch 
Kondensation einer Amin-Gruppe des Nukleinsaure-Oligomers mit einer 
Aldehyd-Gruppe der redoxaktiven Substanz erfolgt. 

Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers gemaB 
den Anspruchen 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daG die redoxaktive 
Substanz an einen verzweigten oder unverzweigten Molekulteil beliebiger 
Zusammensetzung und Kettenlange kovalent angebunden ist, wobei die 
Anbindung an eine Phosphorsaure- oder Carbonsaure-Gruppe des 
verzweigten oder unverzweigten Molekulteils durch Amidbildung mit (primaren 
oder sekundaren) einer Aminogruppe der redoxaktiven Substanz. durch 
Esterbildung mit einer (primaren, sekundaren oder tertiaren) Alkohol-Gruppe 
der redoxaktiven Substanz, oder durch Thioesterbildung mit einer (primaren, 
sekundaren oder tertiaren) Thio-Alkohol-Gruppe der redoxaktiven Substanz 
bzw. durch Kondensation einer Amin-Gruppe des verzweigten oder 
unverzweigten Molekulteils mit einer Aldehyd-Gruppe der redoxaktiven 
Substanz erfolgt. 

0. Modifizierte leitfahige Oberflache, dadurch gekennzeichnet, daB eine oder 
mehrere Arten von modifizierten Nukleinsaure-Oligomeren gemaS den 
Anspruchen 1 bis 7 an eine leitfahige Oberflache angebunden sind. 



Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 10, wobei die Oberflache aus 
einem Metall oder einer Metallegierung besteht, insbesondere einem Metall 
ausgewahlt aus der Gruppe Platin, Palladium, Gold, Cadmium, Quecksilber, 
Nickel, Zink, Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Eisen, Blei, Aluminium, Mangan und 
deren Mischungen. 




12. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 10, wobei die Oberflache aus 
einem Halbteiter besteht, insbesondere einem Halbleiter ausgewahit aus der 
Gruppe Kohlenstoff, Silizium, Germanium und a-Zinn. 

13. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 10, wobei die Oberflache aus 
einer binaren Verbindung der Elemente der Gruppen 14 und 16, einer binaren 
Verbindung der Elemente der Gruppen 13 und 15, einer binaren Verbindung 
der Elemente der Gruppen 15 und 16, oder einer binaren Verbindung der 
Elemente der Gruppen 11 und 17 besteht, insbesondere aus einem Cu(l)- 
Halogenid oder einem Ag(l)-Halogenid. 

14. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 10, wobei die Oberflache aus 
einer ternaren Verbindung der Elemente der Gruppen 11, 13 und 16 oder einer 
temaren Verbindung Elemente der Gruppen 12, 13 und 16 besteht. 

15. Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspruchen 10 bis 14, wobei die 
modifizierten Nukleinsdure-Oligomere an die leitfahige Oberflache kovalent 
oder durch Physisorption angebunden sind. 

16. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 15, wobei alternativ eine der 
Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, eine der Zucker-Einheiten 
oder eine der Basen des Nukleinsaure-Oligomers kovalent oder durch 
Physisorption an die leitfahige Oberflache angebunden ist, insbesondere eine 
enstandige 5'- oder 3'-Einheit. 

17. Modifizierte leitfahige Oberflache nach einem der Anspruche 10 bis 14, wobei 
an die leitfahige Oberflache verzweigte oder unverzweigte Molekulteile 
beliebiger Zusammensetzung und Ketteniange kovalent oder durch 
Physisorption angebunden sind und die modifizierten Nukleinsaure-Oligomere 
kovalent an diese Molekulteile angebunden sind. 

18. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 17, wobei die langste Kette 
des verzweigten oder unverzweigten MolekOlteils 1 bis 14 Atome umfaBt. 

19. Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspruchen 17 und 18, wobei der 
verzweigte oder unverzweigte Molekulteil alternativ an eine der 
Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, an eine der Zucker- 
Einheiten oder an eine der Basen des Nukleinsaure-Oligomers kovalent 
gebunden ist, insbesondere an eine enstandige 5'- oder 3'-Einheit. 



Verfahren zur Herstellung einer modiflzierten leitfahigen Oberflache nach den 
Anspruchen 10 bis 19, wobei ein Oder mehrere Arten von 
Nukleinsaure-Oligomeren gema* den Anspruchen 1 bis 7 auf e,ne le.tfah.ge 
Oberflache aufgebracht werden. 

Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den 
Anspruchen ,0 bis 19. wobei eine oder mehrere Arten von 
Oligomeren auf eine leitfahige Oberflache gebunden werden und d,e an d e 
leitfahige Oberflache gebundenen Nukleinsaure-Oligomere durch Anbmdung 
einer redoxaktiven Substanz an die Nukleinsaure-Oligomere mod,f,z,ert 
werden. 

Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach 
Anspruch 21 wobei die Anbindung der redoxaktiven Substanz an das 
Nukleinsaure-Oligomer durch Reaktion der redoxaktiven Substanz m,t e.ner 
Phosphorsaure-Einheit, einer Zucker-Einheit oder einer der Basen des 
Nukleinsaure-Oligomers erfolgt. insbesondere durch Reason mrt e.ner 
enstandigen 5'- oder 3'-Einheit. 

Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach 
Anspruch 21, wobei die redoxaktive Substanz kova.ent an einen "^9<" 
oder unverzweigten MolekQIteil beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange 
angebunden wird und der verzweigte oder unverzweigte Mo.ekU.tei. alternate 
an eine der Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, an erne der 
Zucker E inhe iten oder an eine der Basen des Nuk.eins.ure-Ol.gomers 
angebunden wird. insbesondere an eine enstandige 3'- oder 5 -Einhe.t. 

Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den 
' Anspruchen 20 bis 23, wobei das Nukleinsaure-Oligomer oder das mod.fiz.erte 
Nukleinsaure-Oligomer mit dem dazu komp.ementaren N«kte'n«u™- 
Oligomerstrang hybridisiert wird und in Form des Doppe.stranghybnds auf d.e 
leitfahige Oberflache aufgebracht wird. 

Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den 
' Anspruchen 20 bis 24, wobei das Nukleinsaure-Oligomer oder das mod.fiz.erte 
Nukleinsaure-Oligomer in Gegenwart von weiteren chemischen Verbmdungen. 
die ebenfalls an die leitfahige Oberflache angebunden werden, auf d.e 
leitfahige Oberflache aufgebracht wird. 



Verfahren zur elektrochemischen Detektion 

Oligomerhybridisierungsereignissen, dadurch gekennzeichnet, daG i 
leitfahige Oberflache gemaB den Anspruchen 10 bis 19 mit Nukleinsa 
Oligomeren in Kontakt gebracht wird. 



Verfahren nach Anspruch 26, wobei die Detektion cyclovoltametrisch, 
amperometrisch oder durch Leitfahigkeitsmessung erfolgt. 
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Sequenzbestimmung 
durch Mustererkennung 



abed 



3--TC A6GG A A-5- 
3*-C AGGG A AC-5* 
3"-A6G6 AACC-5* 
r-GGG A ACCG-5- 
3-GG A ACCG A-5* 
3*-G A ACCG AG-s- 

3--TCAGGGAACCGAG-5* 



Oktamer 1 
Oktamer 2 
Oktamer 3 
Oktamer 4 
Oktamer 5 
Oktamer 6 

zusa mmengesetzte 
Komplementarsequenz 



5X..AGTCCCTTGGCTC...-3' 



deduzierte Sequenz 
des DNA-Fragments 




Figur 3 
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Figur 4 
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